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エキノコックス症診断用組換え抗原の開発＝
ハイブリッド抗原及びワクチン抗原への応用
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　先に，我々は多包虫（Eσ乃力¢0006（7％S　　溺％あか♂00％‘α7ゴ8）の
cDNA組換えファージライブラリーから，多包虫症診断
用抗原遺伝子のクローニングを行った1＞．これらの抗原候
補遺伝子を用いて，大腸菌を用いた組換え抗原タンパク質
発現系を構築し，いくつかの多包虫症診断用組換え抗原を
調製した．これまでの研究において，多包虫症診断に特に
有効とされているEmll／3抗原を5つに分割した各領域，
アクチンフィラメント断片化タンパク質（AFFP）のN末
端領域（＃8s）及びAntigen　Bの全長等を組換え抗原と
して発現し，多包虫症患者血清との反応性を調べた2β）．
　今回，上記組換え抗原タンパク質に加えて，Emll／3抗
原のC末端領域（＃7抗原）に単包虫症の患者血清と特異
的に反応するポリペプチドであるP1764）を融合させたハ
イブリッド抗原（＃7／P176）を作製した．この＃7／P176
抗原について多包虫症ならびに単包虫症患者との血清反応
を行い，診断用抗原としての有効性を調べたので報告する．
　さらに，ある種のエキノコックス特異的抗原であらかじ
め免疫したマウスでは，エキノコックスの感染が抑制され
るとの報告5・6）を基に，組換え抗原の応用の一環として多
包虫症患者血清との反応性が特に高かった＃7及び＃8s抗
原をマウスに投与して多包虫の虫卵感染に対する影響を調
べたので併せて報告する．
方 法
1．材　料
　当所にて構築した組換え抗原タンパク質発現系を用いて
作製した＃7と＃8s組換え抗原及び＃7／P　176ハイブリッ
ド抗原（Fig．1）を実験に用いた．3種類の組換え抗原は
すべてThioHisタグ融合タンパク質として用いた．
2．組換え抗原の発現と精製
　それぞれの抗原をコードしたDNAをpThioHsベク
ターに組み込み，大腸菌Top　10株に導入した．形質転換
させたTop　10は，0．5mM　IPTG存在下で32℃，4時間
タンパク質の発現を誘導した．発現させた抗原タンパク質
は，アフィニティークロマトグラフィー及びFPLCによ
り精製した．
3．イムノブロッティング
　ハイブリッド抗原の多包虫症及び単包虫症患者血清に対
する反応性の比較は，イムノブロット法にて行った．最初
にそれぞれの組換え抗原タンパク質を10％SDS一ポリアク
リルアミドゲルを用いて電気泳動した．分離されたタンパ
ク質をゲルからPVDF膜（バイオラッド社製）に転写し，
5％スキムミルクを含むPBS－Tween中で1時間室温で
ブロッキングした後，400倍に希釈した患者血清と室温で
1時間反応させた．さらにPVDF膜をPBS－Tweenで！0
分間洗浄し，この操作を3回行った．5％スキムミルクを
含むPBS－Tween中で2，500倍に希釈したAP標識ヤギ
抗ヒトIgG抗体（Sigma社製）を1時間室温で反応させ
た．反応終了後，PBS－Tweenで15分間，3回の洗浄を
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Fig．1　Construction　of　the＃7／P176　Hybrid　Antigen
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行ってから，基質のBCIP／NBT（第一化学薬品㈱製）を
加え，約5分間発色させた．
4．＃7及び＃8s借換え抗原によるマウスの免疫処理
　7週令Balb／c雌マウスに，フロイントの完全アジュバ
ント（Difco社製）と1：1の割合で混合した＃7及び＃8s
抗原タンパク質をそれぞれ約20μg皮下注射により投与し
た．2週間及び4週間後，フロイントの不完全アジュバン
トと1：1の割合で混合したそれぞれの抗原タンパク質溶
液を皮下注射によって投与した．対照グループにはPBS
及びThioHisタグタンパク質10μgを同様の方法にて投
与した．
5．組換え抗原の虫卵感染に対する防御効果の判定
　免疫処理したマウス5匹ずつを1グループとして実験に
用いた．多包虫に感染させたイヌの排泄物から調製した虫
卵7）約200個をそれぞれの免疫マウスに経口投与した．5
週間飼育した後，マウスの肝臓を摘出し，約51nm間隔
にカミソリで切れ目を入れ，表面と組織内部に存在する病
巣の数を実体顕微鏡下でカウントした．対照区と試験区で
の病巣数の比較により組換え抗原の虫卵感染に対する抑制
効果を判定した．なお，本実験は全て隔離実験設備内（バ
イオセーフティーレベル3）にて行った．
結果及び考察
1．＃7／P176ハイブリッド抗原の反応性
　Emll／3抗原及びそのC末端側の消化断片である，　Em
18抗原は多包虫症患者血清に対する優れた抗原として知
られているが，単包虫症患者血清との反応性は低い8・9）．
そこで多包虫，単包虫の両者の患者血清に対して高い反応
性を持つ組換え抗原を開発することとした．今回Emll／3
抗原のC末端側約21kDaに相当する＃7抗原に単包虫症
患者血清に対する反応性を付加するため，P176ペプチド
を融合させたハイブリッド抗原を作製した．Fig．2には＃
7及び＃7／P176抗原の多包虫症及び単包虫症患者血清に
対する反応をウェスタンプロットで調べた結果を示した．
＃7／P176抗原は＃7と同様に多包虫症患者血清に対して明
確なバンドを呈し，それらが強い反応性を持つことが確認
された．一方，単包虫症患者血清に対して＃7には有意な
反応は検：出されず，＃7／P176抗原のみに明瞭なバンドが
検出された．
　このことから＃7／P176ハイブリッド抗原は，大部分の
多包虫症及び単包虫症患者血清に反応性を示すと考えられ
る．ただ，今回の試験では一件の血清試料を試すに留まっ
た．Gonzalezら10）はP176ペプチドは，90件の単包虫症
患者血清のうち72件（80％）に陽性反応を呈し，antigen
Bのそれを（76．7％）上回る感度を持つとの報告を行って
いる．今後，多くの単包虫症患者血清を用いて＃7／P176
抗原の有効性を検討する．
2．＃7及び＃8s組換え抗原の免疫能
　最近，Gauciら5）あるいはSiles－Lucasら6）はいくつか
の組換え抗原が，マウスにおけるエキノコックス虫卵によ
る感染に対して免疫的な防御効果を誘導するとの報告をし
ている．患者血清中抗体との反応性の高いこれらの抗原は
主として液性免疫を誘導すると考えられる7β）ことから，
中には免疫的な防御効果を示すものが含まれている可能性
が考えられる．そこで，マウスを用いて，実際に組換え抗
原で免疫処理を行いエキノコックス虫卵の感染が抑制され
るか検討することとした．
　Fig．3に示すように＃7及び＃8s抗原を投与したグルー
プは対照として用いたPBSあるいはThioHis　tagを投与
したグループと比べて同等かあるいはそれよりわずかに多
い病巣数が観察された．本実験の免疫処理及び抗原の投与
量は，Gauciら‘）の報告に従って行った．また，＃7及び＃
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8s抗原をマウスに免疫した場合，血液中の抗体価が有意
に上昇することもあらかじめ確認している2）．一方，ワク
チン抗原の作用機序については，現在研究が進められてい
る段階であり，明確にはされていないが，Gauciらの開発
したワクチン抗原のホモログであるEG　95抗原11）に対す
る抗体は，単包虫の虫卵から調製した六鉤幼虫を失活させ
る作用を示すと報告されている．このことから，抗原投与
によるエキノコックス感染に対する抑制効果を高めるため
には，六鉤幼虫に対する抗体の誘導が重要であると考えら
れる．現在，組換え抗原の免疫能を明らかにするために，
臓器に寄生した虫体に対する＃7及び＃8s抗原の発育抑制
効果について検討を行っている．
　本研究は平成13年度より開始された重点領域特別研究
「遺伝子操作・細胞融合技術によるエキノコックス症診断
抗原の生産」の一環として行われたことを付記する．
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